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Konjugat zur Behandlung prokaryontischer Infektionen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Konjugat zur 
Behandlung prokaryontischer Infektionen aus einem die 
prokaryontische Zellmembran passierenden Transportvermittler 
und einer gewunschten, in den Prokaryonten einzubringenden 
und gegen diesen gerichtete Verbindung, bei der es sich 
vorzugsweise urn eine Peptid-Nukleinsaure (PNA) handelt, die 
gegen ein Gen des Prokaryonten gerichtet ist, das eine 
Antibiotikaresistenz verleiht. 



Weltweit sind bakterielie Infektionen auf dem Vormasch f die 
mit den bisher zur Verfiigung stehenden Antibiotika aufgrund 
von Resistenzbildung nicht mehr behandelbar sind. Kritisch 
ist vor allem die Lage in Kliniken, z.B. auf 
Intensivstationen, wo taglich Antibiotika verabreicht werden 
und daher Erreger leicht Resistenzen ausbilden kSnnen. Auch 
gerade der falsche oder zu haufige Gebrauch von Antibiotika 
hat zu einer raschen Zunahme resistenter Bakterienstamme 
gefuhrt. Zwar wurde bisher das Problem dadurch gelttst, dass 
alternative bzw. neuentwickelte Antibiotika eingesetzt wurden 
<z-B. Cephalosporine/derivatisierte Antibiotika) , 

Kombinationstherapien (z.B. Cotrimoxazol/Sulfonamide) , aber 
auch hier treten in relativ kurzer Zeit neue Resistenzen auf. 
So ist z.B. auch Vancomycin, bisher vor kurzem noch gegen 
bestimmte Bakterienstamme wirksam, aufgrund der inzwischen 
gebildeten Resistenzen oft nicht mehr therapeutisch 
einsetzbar. Zwar werden zur Entwicklung neuer naturlicher 
Antibiotika verschiedenen Ursprungs aus Pro- und Eukaryonten 
sehr grofte Anstrengungen unternommen, gegen die rasch 
mutierenden Bakterienstamme konnten jedoch nur temporare bzw. 
Teilerfolge erzielt werden. 
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Somit liegt der Erfindung im wesentlichen das technische 
Problem zugrunde, Mittel bereitzustellen, die eine wirksame 
Therapie von Erkrankungen ermoglichen, die in Zusammenhang 
mit gegen Antibiotika resistenten Prokaryonten, z.B. 
Bakterien stehen. 



Die Losung dieses technischen Problems erfolgte durch die 
Bereitstellung der in den Patentanspriichen gekennzeichneten 
Ausf Qhrungsf ormen . 

Von den Erfindern wurde zur Erzielung der Losung des 
technischen Problems so vorgegangen, dass eine erneute 
Sensibilisierung der Bakterien gegenttber den (klassischen 
Oder modernen) Antibiotika, gegen die sie resistent waren, 
durchgefuhrt wurde. Fur diese Sensibilisierung wurde ein 
Konjugat entwickelt, das die folgenden Komponenten umfafit: 
(a) einen Transport vermittler far die prokaryontische 
Zellmembran, d.h. vorzugsweise ein per se antibakterielles 
Peptid (z.B. Defensin), das aufgrund seiner Ladung und 
Struktur durch Porenbildung die bakterielle Zellwand 
passieren und auch schadigen kann und (b) die in den 
Prokaryonten einzubringende Verbindung, z.B. eine Peptid- 
Nukleinsaure (PNA) f die vorzugsweise gegen ein Gen gerichtet 
ist, das dem Prokaryonten eine Antibiotikaresistenz verleiht. 
In den zu der vorliegenden Erfindung fiihrenden Beispielen 
konnte gezeigt werden, dass an Ampicillin/Neomycin 
resistenten Bakterien {E. coli) , die mit spezif ischen 
Defensin-Konjugat-PNAs^picinin/Meoaycin behandelt wurden, eine 
erfolgreiche Oberwindung der Antiobiotikaresistenz erreicht 
wurde. Somit stellen die erf indungsgemafien Kon jugate eine 
neue Klasse von Antibiotika dar, die die bakteriellen 
Abwehrmechanismen Oberwinden kGnnen, bzw. mit deren Hilfe es 
moglich ist, bereits bekannten klassischen Antibiotika, wie 
z.B. Benzylpenicillinen, Tetracyclinen und Neomycinen, deren 
ursprtingliche Wirkungsef f izienz wieder zu verleihen. Dieser 
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Weg weicht vollig von den bisherigen Therapie- bzw. 
Forschungsstrategien ab, erganzt diese jedoch sehr 
erfolgversprechend. Die mittels der vorliegenden Erfindung 
durchfahrbare (Doppel) strategie 1st einerseits spezifisch 
gegen prokaryontische, z.B. bakterielle Membranen gerichtet 
und far Prokaryonten toxisch, andererseits lassen sich mit 
den erfindungsgemaften Konjugaten gegen Prokaryonten 
gerichtete Verbindungen einschleusen, z.B. speziell gegen 
bakterielle Gene gerichtete antisense-Nukleinsauren (anti- 
Gen-Nukleinsauren) , z.B. PNAs, Peptid-Domanen, modif izierte 
Nukleotide, Inhibit oren von Enzymen etc.. 

Die erfindungsgemafien Kon jugate weisen somit u.a. die 
folgenden Vorteile auf: (a) FUr deren Etablierung wird kein 
aufwSndiges Screening-Verf ahren benotigt und (b) in einer 
besonderen Ausf uhrungsf orm kann die Revitalisierung 
klassischer Antibiotika durch Blockieren der prokaryontischen 
Resistenzmechanismen auf NukleinsSure-Ebene erzielt werden, 
wodurch die „alten M Antibiotika, die bisher aufgrund ihrer 
mangelnden Wirksamkeit oft nicht mehr eingesetzt werden 
konnten, wieder eine Bedeutung erlangen. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Konjugat, das 
zur Behandlung prokaryontischer Infektionen geeignet ist und 
die folgenden Komponenten aufweist: 

(a) einen die prokaryontische Zellmembran passierenden 
Transportvermittler; und 

(b) eine in den Prokaryonten einzubringende und gegen diesen 
gerichtete Verbindung. 

Der hier verwendete Begriff „in den Prokaryonten 
einzubringende und gegen diesen gerichtete Verbindung" 
betrifft jede Verbindung, die ftir den Prokaryonten schadlich 
ist, z.B. zu dessen Abtotung fiihrt Oder dessen Wachstum bzw. 
Teilung verhindert. Geeignete Verbindungen sind dem Fachmann 



WO 03/059392 



PCT/DE03/00124 



4 

bekannte und dazu zahlen z.B. Anti-Metaboliten, modif izierte 
Nukleotide etc. . 

Beztiglich Verfahren zur Herstellung der einzelnen Komponenten 
der Kon jugate und zu deren Verkniipfung wird auf die deutsche 
Patentanmeldung Nr. 199 33 492.7 sowie die nachstehenden 
Beispiele verwiesen. Die Ankopplung der anderen Bestandteile 
(z.B. Spacer und/oder PNA) an den Transportvermittler erfolgt 
jedenfalls durch kovalente chemische Bindung. Gegebenenf alls 
kann die Einftigung einer Redoxspaltstelle (-SnS-) zwischen 
Transportvermittler und einzuschleusender Verbindung auf 
chemischen Wege uber eine Redoxkopplung erfolgen. Auch 
zwischen einem ggf. vorhandenen Spacer und der 
einzubringenden Verbindung, z.B. der PNA, liegt eine 
kovalente Bindung vor, bevorzugt eine Saureamid-Bindung. 
MGgliche Alternativen sind Ether- Oder Ester-Bindungen, je 
nach den in der zu kon jugierenden Verbindung vorhandenen 
funktionellen Gruppe(n). 

Das erf indungsgemafte Konjugat eignet sich zur Behandlung 
aller prokaryontischer Infektionen, z.B. Infektionen rait 
Bakterien, vorzugsweise humanpathogenen Bakterien, 

Mycoplasmen oder Hefen. 

Der Transportvermittler des erf indungsgemSfcen Konjugats ist 
vorzugsweise ein Peptid oder Protein, das die prokaryontische 
Zellmembran passieren und die gewtinschte Verbindung in das 
Zytoplasma einschleusen kann. Die L&nge dieses Peptids bzw. 
Proteins unter liegt keiner BeschrSnkung, solange es die obige 
Eigenschaft aufweist. Hergestellt wird der ausgewahlte 
Transportvermittler vorzugsweise auf biologischem Weg 
(Reinigung natiirlicher Transportvermittlerproteine/peptide 
oder Klonierung und Expression der Sequenz in einem 
eukaryotischen oder prokaryotischen Expressionssystem) , 
bevorzugt aber auf synthetischem Weg, z.B. nach dem 
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Merrifield-Verfahren (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 
(1963) , 2149) . 



Vorzugsweise handelt es bei diesem Transportvermittler um 
eine Verbindung, die per se bereits ftir den Prokaryonten 
schadlich ist, z.B. dadurch, dass sie zu einer 
Membranschadigung (z.B. durch Bildung von Poren oder 
Lasionen) ftihrt. Dabei handelt es sich vorzugsweise um 
Defensine oder Holine (Bakteriophagen-ProteindomSnen) . 

In einer besonders bevorzugten Ausf Uhrungsf orm umfafit das 
erfindungsgemafle Konjugat einen Transportvermittler, der ein 
Phagen-Holin-Protein umfaflt, wobei ein Phagen-Holin-Protein 
mit einer der in Figur 3 dargestellten Aminosauresequenzen 
oder Fragment e oder Variant en davon, die noch die 
prokaryontische Zellmembran passieren konnen, noch mehr 
bevorzugt sind. 



Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Begriffe 
„Variante" oder „ Fragment" umfassen Proteine/Peptide mit 
Aininosauresequenzen, die sich gegenUber den in Figur 3 
angegebenen Sequenzen durch Deletion (en) , Insertion (en) , 
Austausch(e) von Aminosaureresten und/oder andere im Stand der 
Technik bekannte Modif ikationen unterscheiden bzw. ein 
Fragment des ursprunglichen Proteins /Pept ids umfassen, wobei 
die Varianten bzw. Fragmente des Proteins/Peptids im 
Wesentlichen noch die biologischen Eigenschaf ten des 
Ausgangsproteins /pept ids aufweisen, d.h. die prokaryontische 
Zellmembran passieren konnen. Verfahren zur Erzeugung der 
vorstehenden Anderungen in der Aminosauresequenz sind dem 
Fachmann bekannt und in Standardwerken der Molekularbiologie 
beschrieben, beispielsweise in Sambrook et al., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY (1989)). Der Fachmann 
ist auch in der Lage zu bestimmen, ob ein solches Protein bzw. 
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Peptid noch uber die gewtinschten biologischen Eigenschaf ten 
verfiigt, beispielsweise mit den in den nachstehenden 
Beispielen beschriebenen Verfahren. 

In einer alternativen bevorzugten Ausftihrungsf orm des 
erfindungsgemaften Konjugats umfafct der Transportvermittler 
ein Defensin, vorzugsweise ein humanes Defensin. Bei den 
Defensinen handelt es sich um Polypeptide bzw. Peptide mit 
antimikrobieller Wirkung, die wichtige Faktoren bei der 
angeborenen Immunitat von Vertebraten und Nicht-Vertrebaten 
darstellen. Defensine wurden z.B. aus Tieren (einschl. dem 
Menschen) , Pflanzen und Insekten isoliert. Sie bestehen in 
der Regel aus 2 9 bis 42 Aminos&uren und enthalten drei 
Disulfidbrucken, die von drei Cysteinpaaren gebildet werden. 
FUr die vorliegenden Erfindung geeignete Defensine sind z.B. 
in Tang et al., Science 286 (1999), 498; Saido-Sakanaka et 
al., Biochem. J. 338 (1999), 29/ Raj et al., Biochem J. 347 
(2000), 633; Yu et al . , J. Biol. Chem. 275(No.6) (2000), 3943 
beschrieben. 

In einer noch mehr bevorzugten Ausf tthrungsf orm des 
erfindungsgemafien Konjugats ist die in den Prokaryonten 
einzubringende Verbindung eine gegen die Expression eines 
Gens gerichtete Peptid-NukleinsSure (PNA) . Der Einsatz der 
protease- und nukleaseresistenten Peptid-Nukleinsauren 
(„PNAs„), bei denen es sich um Oligonukleotid-Derivate 
handelt, bei denen das Zuckerphosphat-RUckgrat bevorzugt 
durch Ethyl-Amin verbundene a-Amino-Ethyl-Glycin-Einheiten 
substituiert ist, erlaubt aufgrund ihrer physiko-chemischen 
Eigenschaften unter physiologischen Bedingungen eine stabile 
und effiziente Blockierung der Transkription der gewtinschten 
Gene. Mit diesen PNAs wird eine auf dem Antisense-Prinzip 
basierende Anti-Gen-Strategie verfolgt, bei der jedoch nicht 
die mRNA, sondern das Gen selbst das Ziel ist. Dabei 
hybridisieren die PNAs uber die Bildung einer Triple-Helix an 
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die Ziel-DNA. Der Zielbereich kann einerseits ein 
transkribierter Bereich des zu blockierenden Gens, z.B. des 
eine Antibiotikaresistenz verleihenden Gens sein, 
andererseits ein regulatorischer Bereich, dessen Blockierung 
uber die PNAs ebenfalls die Trans kript ion hemmt. Geeignete 
Bereiche konnen vom Fachmann anhand der bekannten DNA- 
Sequenzen bzw. deren Funktion identif iziert werden. 
Vorzugsweise weisen die Peptid-NukleinsSuren eine LSnge von 
inindestens 15 Basen auf, besonders bevorzugt sind Peptid- 
Nukleinsauren mit einer Lange von minde9tens 18 Basen, ganz 
bevorzugt von mindestens 21 Basen und am meisten bevorzugt 
von mindestens 23 Basen. Die Peptid-Nukleinsaure kann ggf. 
auch markiert sein, z.B. radioaktiv, mit einem Farbstoff, mit 
Biotin/Avidin usw. Die Synthese von PNAs ist dem Fachmann 
bekannt und z.B. auch in Nielsen et al., Science 254 (1991), 
14 97-1500, beschrieben. Der hier verwendete Begriff „Gen", 
umfafit nicht nur Gene des Genoms des Prokaryonten, sondern 
auch Gene auf extra-genomischen Elementen, z.B. Plasmiden 
etc. . 

In einer sogar noch mehr bevorzugten Ausfuhrungsf orm des 
erf indungsgemalien Konjugats ist die Peptid-Nukleinsaure (PNA) 
gegen ein Gen gerichtet, das eine Antibiotikaresistenz 
verleiht, vorzugsweise ist die Antibiotikaresistenz eine 
Penicillin-, Ampicillin-, Kanamycin- oder Tetracyclin- 
Resistenz. 

Weiter kann das Konjugat ggf- einen Spacer enthalten, der 
sich zwischen dem Transportvermittler und der zu 
transportierenden Verbindung, z.B. der Peptid-Nukleinsaure 
(PNA), befindet. Der Spacer dient dazu, ggf- vorhandene 
sterische Wechselwirkungen zwischen den Komponenten 
aufzuheben bzw. gunstig zu beeinf lussen. 

Die Struktur des erf indungsgemafien Konjugats ist 
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vorzugsweise: Transportvermittler-Spacer-einzubringende 
Verbindung. Besonders bevorzugt sind die Spacer Polylysin, 
Polyglycin Oder Poly (Glycin/Lysin) . FUr die erf indungsgemafien 
Zwecke liegt die Lange des Spacers vorzugsweise in einem 
Bereich von 2 bis 6 Aminos&uren. Vorzugsweise ist der Spacer 
uber eine spaltbare Disulf idbrticke (-SnS-) mit dem 
Transportvermittler verknupft. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des 
erfindungsgemafien Konjugats umfaftt die Peptid-Nukleinsaure 
(PNA) die foigende Sequenz: ATTGTTAGATTTCAT (Orientierung : N- 
Terminus/Sequenz/C-Terminus) . 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliefilich auch ein 
erfindungsgemattes Konjugat, gegebenenf alls zusammen mit einem 
geeigneten Trager, enthaltendes Arzneimittel. Vorzugsweise 
enthalt das Arzneimittel auUerdem ein Antibiotikum, fttr das 
der Prokaryont durch Verabreichung des Konjugats 
sensibilisiert wurde. Geeignete Trager und die Formulierung 
derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann bekannt. Zu 
geeigneten Tragern zahlen beispielsweise Phosphat-gepuf ferte 
Kochsalzlosungen, Wasser, Emulsionen, beispielsweise 
Ol/Wasser-Emulsionen, Netzmittel, sterile Losungen etc.. Die 
Verabreichung der Arzneimittel erfolgt vorzugsweise 
parenteral, transdermal oder subcutan. Die geeignete 
Dosierung wird von dem behandelnden Arzt bestimmt und hangt 
von verschiedenen Faktoren ab, beispielsweise von dem Alter, 
dem Geschlecht, dem Gewicht des Patienten, der Art und dem 
Stadium der Infektion, der Art der Verabreichung etc.. 

Schllefilich betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung 
eines erf indungsgemafien Konjugats zur Behandlung einer 
prokaryontischen Infektion, wobei diese Infektion 
vorzugsweise von einem Prokaryonten verursacht ist, der eine 
Resistenz gegenuber einem Antibiotikum aufweist. 
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Legenden zu den Figuren: 

Fiqur 1; Schematische Darstellung eines erf indungsqemaflen 
Konjugats mit Defensin als Transportvermittler und einer 
gegen eine Ampicillin- bzw. Kanamycin-Resistenz gerichteten 
PNA 

Figur 2: Darstellung eines Teilbereichs der pDNA von Plasmid 
pBR322 einschl. der fur die Konstruktion eines PNA- Konjugats 
verwendeten Sequenzen 

Die Sequenz der gegen eine Ampicillin-Resistenz gerichteten 
Anti-Gen-PNA ist in der Figur unten gezeigt. Der 
unterstrichene Bereich aus der beta-lactamase kodierenden 
pDNA-Sequenz von pBR322 entspricht dem Zielbereich fiir das 
PNA-Konjugat . 

Figur 3: Zusammenstellung von Holin-Protein-Sequenzen, die 
als Transportvermittler in den erf indunqsgemafien Konjugaten 
geeignet sind. 

Die Aminosaurensequenzen der 28 einzelnen Holine sind im 
Einbuchstaben-Code dargestellt. 

Figur 4: Ergebnisse der Behandlung von (durch Transformation 
mit pBR322 gegen Ampicillin bzw. mit pEGFP-Ni (Clontech, 
Deutschland, Heidelberg) gegen Kanamycin resistenten 
kompetenten E.coli mit oder ohne (Kontrolle) den 
erf indunqsgemafien Konjugaten 

Obere Reihe: Kanamycin-NShrboden + Kanamycin-Resistenz- 
Konjugat (500 nM) ; untere Reihe: Ampicillin-Agar + 
Ampicillin-Resistenz-Konjugat (500 nM) ; linke Spalte: 
Kontrollen (ohne PNA-Konjugate) . Ein deutlicher Effekt der 
erfindungsgemaften Kon jugate (Wiedererlangung der Antibiotika- 
Sensitivitat) ist zu beobachten. 



Fiqur 5: Ergebnisse der Behandlung von gegen Kanamycin 
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resistenten intakten (nicht-kompetenten) E.coli mit oder ohne 



Obere Reihe: Kanamycin-N&hrboden + Kanamycin-Resistenz- 
Konjugat (2 uM) ; untere Reihe: Kanamycin-Nahrboden + 
Kanamycin-Resistenz-Konjugat (20 jiM) ; linke Spalten: 
Kontrollen (ohne PNA-Konjugate) . Ein deutlicher Effekt der 
erfindungsgemafien Kon jugate (Wiedererlangung der Antibiotika- 
Sensitivitat) ist bereits bei einer Konzentration von 2jiM zu 
beobachten, bereits bei 20pM werden alle Bakterien wieder 
sensibilisiert, d.h. abgetotet. 

Figur 6: Ergebnisse der Behandlung von qeqen Kanamycin 
resistenten intakten (nicht-kompetenten) E.coli mit 
verschiedenen Konzentrationen der erf indungsgemaften Kon jugate 
zur Ermittlung der optimalen Bakterienkonzentration zur 
Quantif izierunq 

Es wurden Kanamycin-Nahrbaden verwendet, auf die resistente 
Bakterien ausplattiert wurden. Zur Ermittlung der optimalen 
Bakterienkonzentration wurde eine Verdunnungsreihe mit dem 
Kanamycin-Resistenz-Konjugat in abnehmenden Zehnerpotenzen 
verwendet . 

Figur 7: Ergebnisse der Behandlung von gegen Kanamycin bzw. 
Ampicillin resistenten intakten (nicht-kompetenten) E.coli 
mit den erf indungsgemafien Konjugaten 

Platte Kl: Kontrolle, Platte 2: 250 nM Kanamycin-Resistenz- 
Konjugat; Platte 3: 250 nM Ampicillin-Resistenz-Konjugat . Die 
Ergebnisse zeigen Bakterienhemmung fiir Ampicillin und 
Kanamycin bei 2 50 nM Konjugat. 

Figur 8: Ergebnisse der Behandlung von gegen Ampicillin 
resistenten intakten (nicht-kompetenten) E.coli mit den 

erf indungsgemaften Konjugaten 

wie bei Figur 7; K2: Kontrolle, Platte 4: 250 nM Ampicillin- 



(Kontrolle) den erf indungsgemafien Konjugaten 
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Resistenz-Kon jugat . 

Figur 9: Ergebnisse der Behandlunq von gegen Kanamycin 
resistenten intakten (nicht-kompetenten) E.coli mit den 

erf indungsgemaflen Kon j ugaten 

wie bei Figur 6; Kl: Kontrolle; Platte 1: 2,5 \M Kanamycin- 
Resistenz-Konjugat; Platte 2: 250 nM Kanamycin-Resistenz- 
Kon j ugat . 

Figur 10: Struktur des fttr die erf indungsgemafien Konjuqate 
verwendeten Defensins nach Zyklisierunq (oben) und nach 
Bildung dreier Disulf idbrucken (links unten) 

Die hypothetische raumliche Struktur ist rechts unten 
dargestellt . 

Figur 11: Ergebnisse der Behandlunq von HeLa-Zellen mit einem 

erf indungsgemafien Kon jugat 
A: unbehandelte Kontrolle 

B: Mit dem erf indungsgemafien Konjugat behandelte Zellen 

Die Erfindung wird weiter anhand der nachf olgenden Beispiele 
beschrieben. 

Bei spiel 1 
Allgemeine Verfahren 

(A) Zellkultur 

Die Bakterien wurden auf Agar mit LB-Medium (und den 
entsprechenden Antibiotika) ausplattiert und Q.N. bei 37 °C 
inkubiert. HeLa-Zellen wurden in Flttssigkultur gemfifi iiblichen 
Bedingungen gezuchtet. 
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(B) PNA-Synthese 

Peptidnukleinsaure (PNA) imitiert eine DNA und wurde 
urspriinglich als Reagens zur sequenzspezif ischen Erkennung 
doppelstrangiger DNA Ober eine konventielle Tripelhelix- 
Bildung entwickelt. Fur die Festphasensynthese wurde die 
Fmoc-Strategie mittels einem vollautomatisierten 

Synthesegerat (3yro II, Multisyntech, Witten, Deutschland) 
verwendet. Die Synthese wurde an einera 0,05 mmol Fmoc-AS- 
Polystyrenharz (1% quervernetzt ) durchgefuhrt . Als 
Kopplungreagenz wurde 2- (lH-Benzotriazol-l-yl) -1,1, 3, 3- 
Tetramethyluroniumhexaf luorphosphat (HBTU) verwendet . Die 
Seitenketten schutzenden Gruppen waren Lys(Boc), Asp(Obut), 
Ser(But), Cys(Trt) und Asn(Trt). Das geschtitzte Peptidylharz 
wurde mit 20% Piperidin in Dimethyl formamid behandelt. Die 
Spaltung unci Abspaltung der Schutzgruppen wurde durch 
Behandlung mit 90% Trif luoressigsaure, 5% Athandithiol, 2,5% 
Thioanisol und 2,5% Phenol (Vol . /Vol . /Vol . ) fur 2,5 Stunden 
bei Raumtemperatur erzielt. Alle Produkte wurden in Ather 
prazipitiert und aber praparative HPLC (Shimazu LC-8A, 
Shimazu, Duisburg, Deutschland) auf einer YMC ODS-A 7A S-7 |im 
Umkehrphasen-HPLC-Saule (20 x 250 mm) unter Verwendung von 
0,1% Trifluoressigsaure in Wasser (A) und 60% Acetonitril in 
Wasser (B) als Elutionsmittel gereinigt. Die Peptide wurde 
mit einem linearen Gradienten von 25% B bis 60% B innerhalb 
von 40 Min. bei einer Durchf lufcrate von 10 ml/Min. eluiert. 
Die dem gereinigten Konjugat entsprechenden Fraktionen wurden 
lyophilisiert . Sequenzen von Einzelmolekulen sowie das 
vollstSndige bimodulare Konstrukt wurden tiber analytische 
HPLC (Shimadzu LC-10) und Laser-Desorptionsmassen- 
spektroskopie (Finnigan Vision 2000, Finnigan MAT, San Jose, 
CA, USA) wie nachstehend angegeben charakterisiert . 



Die Sequenz der gegen eine Ampicillin-Resistenz gerichteten 
PNA war wie folgt: H 2 N-ATTGTTAGATTTCAT-COOH. Dabei handelt es 
sich um eine Sequenz, die mit dem Bereich von Pos.86 bis 
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Pos.100 der pDMA von pBR322 (GeneBank-Zugangs-Nr . J01749) 
hybridisieren kann. Die Sequenz der gegen Kanamycin-Resistenz 
verwendeten PNA war H 2 N-TCTTGTTCAATCAT-COOH. 

(C) Chemische Synthese von Defensin 

Ftir die Festphasensynthese von Defensin (vgl. Figur 10 
hinsichtlich der Aminosauresequenz und Struktur) wurde die 
Fmoc-Strategie (Merrifield, J.Amer.Chem.Soc. 85 (1963), 2149- 
2154; Ruegg und Rudinger, Methods Enzymol. 47 (1977) , 111- 
126) mit einem vollautomatischen Synthesegerat (ABI 431/ 
Applied Biosystems, Deutschland, Darmstadt) verwendet. Die 
Synthese wurde an einem 0,05 mmol Fmoc-Arg (Pbf ) - 
Polystyrenharz (1% quervernetzt) durchgef tihrt . Als 
Kopplungreagenz wurde 2- (lH-Benzotriazol-l-yl) -1, 1,3,3- 
tetramethyluroniumhexaf luorphos-phat (HBTU) verwendet - Die 
Seitenketten schutzenden Gruppen waren: Thr(But), Arg(Pbf). 
Ftir Cys wurden drei verschiedene selektiv spaltbare 
Schutzgruppen verwendet. Ftir Cys (3, 15) wurde t-Butylthio 
verwendet , fur Cys (5,13) Acet amidomethyl und ftir Cys (7,11) 
eine Tritylgruppe. 

Im ersten Schritt wurde die t-Butylthio-Schutzgruppe mit 
Tris (2-Carboxyethyl)phosphin (TCEP) gespalten und die 
Schwef elbrucke mit 20% DMSO in Wasser gespalten. Im zweiten 
Schritt wurde die Acetamidomethyl-Schutzgruppe gespalten und 
zur gleichen Zeit die zweite Schwefelbrticke mit einer 0,01 
mol Jod-L6sung oxidiert. Das geschtitzte Peptidylharz wurde 12 
Min. mit 20% Piperidin in Formamid behandelt und danach 
grundlich mit Dimethylf ormamid gewaschen. Die Spaltung und 
Entfernung der Schutzgruppen vom Peptidharz erfolgte durch 
Behandlung mit 90% Trif luoressigsaure, 5% Ethandithiol, 2,5% 
Thioisanol und 2,5% Phenol (V. /V. /V. /V. ) ftir 2,5 Stunden bei 
Raumtemperatur . Das Produkt wurde in Ather prazipitiert . Das 
Rohmaterial wurde tiber praparative HPLC (Shimazu LC-8A, 
Shimazu, Duisburg, Deutschland) auf einer YMC-Pack ODS-A, S-5 
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Umkehrphasen-HPLC-Saule (20 x 150 mm) unter Verwendung von 
0,1% Trifluoressigsaure in Wasser (A) und 60% Acetonitril in 
Wasser (B) als Elutionsmittel gereinigt. Das Peptid wurde rait 
einem linearen Gradienten von 25% B bis 60% B innerhalb von 
40 Min. bei einer Durchf lufcrate von 20 ml/Min. eluiert. Die 
dem gereinigten Peptid entsprechenden Fraktionen wurden 
lyophilisiert. 

Als letzter Schritt wurden eine Kopf /Schwanz-Zyklisierung mit 
Propanphosphonicacid-anhydrid (T3P) durchgeftihrt und das 
Reinigungsverf ahren wiederholt. Das gereinigte Material wurde 
tiber analytische HPLC (Shimadzu LC-10) und Laser- 
Desorptionsmassenspektroskopie (Finnigan Vision 2000, 
Finnigan MAT, San Jose, CA, USA) charakterisiert . 

Peptidreinigung : 

Gradient: analyt. 5%->80% (in einem Zeitraum von 35 Min.); 
praparativ: 5%->80% (in einem Zeitraum von 40 Min.); 
Reinheit: >90%. 

(D) Verkniipf ungsreaktionen 

Die Verkntipfungreaktionen erfolgten wie in der deutschen 
Patentanmeldung Nr. 199 33 492.7 beschrieben unter milden 
oxidativen Bedingungen (DMSO/H 2 0) . Dazu wurden Cysteingruppen 
des Defensins und des Spacers H-S-Gly und der PNA in einem 
Bereich von 2 mg/ml in einer 20% DMS0/Wasser-L6sung oxidiert. 
Die Reaktion war nach etwa 5 Stunden vollstandig abgelaufen. 
Das Fortschreiten der Oxidation wurde tiber eine analytische 
C18 Umkehrphasen-HPLC iiberwacht (Tam et al., J. Amer . Chem. Soc. 
113 (1991) ) . Die Komponenten wurden nach der Merrifield- 
Methode verknupft (Merrifield, J. Americ. Chem. Soc. 85 
(1963) , 2149) . 



Das so synthetisierte PNA-Modul weist folgende Struktur auf: 
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DEFENSIN^-SnS- (Gly) X-PNA AB5lR/NeoH 
X = 1-5 

Die Aufreinigung erfolgte mittels Umkehrphasen-HPLC, 
anschliefiend wurde lyophilisiert . Nach Bestimmung der Masse 
mittels MS wurde das Lyophilisat in einem def iniertem Volumen 
physiologischer Kochsalzlosung zu einer Stammlosung von 10 
jiM gelGst. 

Beispiel 2 

Bestimmung der Wirksamkeit der erf indungsgemafien Konjugate 
bei antibiotikaresisten E. col±-S tftmmen 

Resistente Bakterien wurden auf ilbliche Agarplatten mit und 
ohne Antiobiotikum konfluent ausplattiert und zum Teil mit 
den erfindungsgemaflen Konjugaten behandelt. In einem 
Vorexperiment wurden bereits kompetente E.coli (d.h. mit 
bereits durchlocherten Membranen) verwendet; siehe Figur 4; 
Obere Reihe: Kanamycin-NShrboden + Kanamycin-Resistenz- 
Konjugat (500 nM) ; untere Reihe: Ampicillin-Agar + 
Ampicillin-Resistenz-Konjugat (500 nM) ; linke Spalten: 
Kontrollen. Ein deutlicher Effekt der erf indungsgemaften 
Konjugate (Wiedererlangung der Antibiotika-Sensitivitat) ist 
zu beobachten. 

In den darauf folgenden (in den Figuren 5 bis 9 
dargestellten) Experimenten wurden intakte (nicht-kompetente) 
E.coli verwendet und die gegen eine Antibiotikumresistenz 
gerichteten Konjugate in unterschiedlichen Verdunnungen 
getestet. Hinsichtlich der verwendeten Bakterien, Antibiotika 
und Konzentrationen wird auf die Legenden der Figuren 
verwiesen. Jedenfalls zeigen die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen deutlich, dass die erf indungsgemaBen Konjugate 
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mit einer PNA, die gegen ein Gen gerichtet 1st, das eine 

Anitbiotikaresistenz verleihen kann, eine erneute 

Sensibilisierung des Bakteriums ftir das betreffende 
Antibiotikum bewirken und diese somit mit diesem Antibiotikum 
wieder bekampft v/erden konnen. 



Die nicht-toxische Wirkung dieses Konjugats auf 
eukaryontische Zellen (HeLa-Zellen) konnte durch Inkubation 
der Zellen mit/ohne Konjugat {in Konzentrationen wie filr die 
Experimente mit Bakterien) nachgewiesen werden; siehe Figuren 
11A+11B. 
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Paten tan spruche 



1. Konjugat, das zur Behandlung prokaryontischer Infektionen 
geeignet ist und die folgenden Komponenten aufweist: 

(a) einen die prokaryontische Zellmembran passierenden 
Transportvermittler; und 

(b) eine in den Prokaryonten einzubringende und gegen 
diesen gerichtete Verbindung. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, wobei der Prokaryont ein 
Bakterium ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 2, wobei das Bakterium ein 
humanpathogenes Bakterium ist. 

4. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei der 
Transportvermittler ein Peptid oder Protein ist, das die 
prokaryontische Zellmembran passieren kann. 

5. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der 
Transportvermittler ein Phagen-Holin-Protein umfafit, das eine 
der in Figur 3 dargestellten Arainosauresequenzen umfaiit oder 
ein Fragment oder eine Variante davon, das (die) die 
prokaryontische Zellmembran passieren kann. 

6. Konjugat nach einem der Ansprttche 1 bis 4, wobei der 
Transportvermittler ein Defensin umfafit. 

7. Konjugat nach einem der Ansprttche 1 bis 6, wobei die 
einzubringende Verbindung eine gegen die Expression eines 
Gens gerichtete Peptid-NukleinsSure (PNA) ist. 



8. Konjugat nach Anspruch 1, wobei die Peptid-Nukleins&ure 
(PNA) gegen ein Gen gerichtet ist, das eine Antibiotikum- 
Resistenz verleiht. 
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9. Konjugat nach Anspruch 8, wobei die Ant ibiotikum- Resist en z 
eine Penicillin-, Ampicillin-, Kanamycin- oder eine 
Tetracyclin-Resistenz ist . 

10. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 9, das folgende 



Verbindung. 

11. Konjugat oder Konjugat-Gemisch nach Anspruch 10, wobei 
der Spacer Polylysin, Polyglycin oder Poly (Glycin/Lysin) ist. 

12. Konjugat nach Anspruch 10 oder 11, wobei der Spacer tlber 
eine spaltbare Disulf idbriicke mit dem Transportvermittler 
verkniipft ist. 

13. Konjugat nach einem der Anspriiche 7 bis 12, wobei die 
Peptid-Nukleinsaure die Sequenz H 2 N-ATTGTTAGATTTCAT-COOH 
umfafit . 

14. Arzneimittel, ein Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 
13 enthaltend. 

15. Arzneimittel nach Anspruch 14, aufterdem mindestens ein 
Antibiotikum enthaltend, fiir das der Prokaryont durch die 
Verabreichung des Konjugats wieder sensibilisiert wurde. 

16. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspriiche 1 bis 
13 oder der in Anspruch 15 definierten Zusaramensetzung zur 
Behandlung einer prokaryontischen Infektion. 



Struktur 



hat: 



Transportvermittler-Spacer-einzubringende 



17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei die prokaryontische 
Infektion durch einen Prokaryonten verursacht ist, der eine 
Resistenz gegenuber mindestens einem Antibiotikum aufweist. 
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Alignments Holin-Protein (Phagen) - Transportprotein 
product= ,r probable holin" (GMSE-1) 

[^dosymbiont bacteriophage may influence susceptibility to trypanosome mfection in tsetse, Dale and Younel 
protein id= "AAG50251 . 1 " 
db xre£» n GI: l227607S " 

ARDGI^VGmNQFSYLSSIIVGYLGNBYIX3ALLIUliaEKKS GESNAPQ 

product= tl holin protein" (Listeria innocua) 
proteinjd> M eAA615i8.1" 
translatioii- n MMKMEFGK^LLVYIvITFLWVTP 
SLATMTWAGAI^GAGGTGLFEQm^AKKYGBODD 

product="holin" (bacteriophage 80 alpha) 
specificJhost« a Staphylococcus aureus RN450 
function^makes hole in membrane" 
protein id= n AAB3 9698 .1" 
db xreft="GI: 1763242 " 
translatbn= n MDINWKLRFKNKAVLTGL 
I^KGVmSS^QTYQAPRDSKKE^ 
EYHHGGGDNASK1N 

product^holin" (Staphylococcus bacteriophage phi 11) 
note as "ORF3; structural homologue of holin" 
protein id« "AAA99522 .1" 
db mh n Gh SXlMl u 

translation- n MDIWKLRFKKKAVLTGLVGALF^^ 

productP ,r putative holin 1" (Streptococcus pneumoniae bacteriophage MM1) 
fimction= w lysis protein' 1 
protein id=" CAC48114 . 1 " 
db xre£ g »GI :15074937 " 




geneF= ,, orfl7a ,, (Streptococcus thcnnophilus bacteriophage Sfi21) 
product= ,, holin" 
protein id=" CAA64941 .1" 
db xref^ H GI:2292749 n 



translation-"MKKKXKKMINFr^ 
TTKGIADSERALS YIQPLDDKE V Y 



geneF= M hol500" (Bacteriophage A500);(Listeria monocytogenes) 
protein id=* CAA59363 .1" 
/db xrer> f, GI: 8S3745 " 



Aranllation-"MMKMEFGKELLVYMTFLVVVTPV^ 
SLATMIWAGALAG AG GTGLFEQFTNRAKKYGKDDK 

pro4uc*= n holin" (Bacteriophage PL- 1) 
protein id= M BAA96748 .1 u 
traiislatTon^'MQr^LLQVLAIAFVlAPITTGFre 
ILLACVWAMAFGHLPLIGAYALAGMLSGLASVGVYQIYKPNEEVK 



Fig. 3(1) 
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gene=°lydA tt (Bacteriophage PI) (enterobacteriae) ' * 

codon_start=l 

product^'nolm" 

protein id° "CAA61Q14 . l " 

<fl> xrefr* w GI :974764 " 

geneF="S" (Bacteriophage H-19B) 

^rSt? B ^ ri °P ha S e 2 1 J ysis gene S, encoded by GenBank Accession Number M65239" / 
product^utative holin protein" "«muwiww«y ^ 

protein id= TI AAD04658 . 1 " 

db xref* w GI: 2668771 " 

gene="hor (Bacteriophage Al 18) 

function="forms unspecific lesions into cytoplasmic membrane prior to lysis" 
specificJkost="Listeria monocytogenes" * 
note- B ORF24; two products may be translated from this gene (hol-96 andhol-93> n 
product^holin" ' 
protein id=" CAB53810 , 1 " 
db xref= w GI: 5823622 " 

gene="Hor (Lactobacillus casei bacteriophage A2) 
product= w putative holine" 
protein id° H CAB87385. 1 " 
db xref= ,, OI :7573220 " 

gene^'Hol" (Lactobacillus bacteriophage phigl e) 

product^olin" 

proteinja="CA A6675]: .l" 

db xref= w GI :l 926366 " 

product="hoiin w (Lactobacillus delbrueckii.subsp. lactis bacterionhaae LU-m 
protein id=" AAC005S6 .1" J 
db_x^e£= w GI: 623083 ,, 

product="ho!in protein" (Lactococcus phage c2) 
protein id=» M AAD20611 .1" 
db xrer^ n GI: 4426933 n 

to^ktion="MIETLILAIGLVVFMQLLSLAL 

gene="hor (bacteriophage phiAM2) 

note="hydrophobic pore-forming protein" 

produc^Tiolin" 

protein id«" AAG24367 . 1 " 

db xre^ n GI: 10880732 ,< 

Fig. 3(2) 
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product^'holm" 

protein id==" AAG24367 . 1 n 

prodac*^©!^ (Bacteriophage Tuc2009) 
protein id" "AAA32614 . 1" 
db xref*"GI: 496282 " 

productF-Twlni'' (Bacteriophage TPW22) 

funcdon^'formalion of non-specific lesions in the cytoplasmic membrane" 

protein id^" AAF12704 .1" 

db_xrer>= l, GI:6465904 M 

product="holin ft (homology to Orf78 of phage HPl and gene S of phase P2U 
protein id~ "AAC45 168 .1" & *"* & 3 

db xref="OI: 915370 " 

product= M holm" (Bacillus phage GA-1) 
function="host cell lysis, ho Lin formation" 
protein id=*" CAC2 1535 .1" 
db xreg= w GI :1214129] " 

MABLFIPVSVLMPEPIGLGALYVFYFG YIYAELNSILSH LKI^EDGKinBVFLDFIOTT^ 

gene^olW" (Staphylococcus phage 1ST) 
fimctioiF= ,, fonns pores to allow access of lysin to CW" 

product^holin protein Holl 87" s * 
protein id=* "CAA69023 . 1 " 
db xre£="QI: 2764984 " 

translation^'TvtLMVIMV^ LBTLLILSLNQVI 



V /fimction^'iiolin" (Shigella dysenteriae) 
produces protein" 
protein id« H CAC05628 . l " 
db xrefr"GI :995S825 ,t 

RJSDRRKAARGE 
gene= ,, E n 

proteinjd="£AA42879 . r ' 
db xre^ , GI: 14781 ,t 
db_reefr"SWISS-PR0T: P3 12S0 " 

RTPCVLK.QDSKKL 

gene= ,! xhlB" (B^ubtilis DNA (28 kb PBSX/skin element region) 

product=-"holin-like protein" 

protein id=" CAA94048 .r' 

db xre£= w GI: 1225964 " 

dbjcrer> n SWISS-PROT:Q99163" 

Fig. 3(3) 



m 
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gene="bhlA" (Bacillus sabtilis 168 prophage) 

product^holin-like protein" 

protein Jd~"AAC3830L 1 " 

db xref=» tt GI3222526 n 

tnuilanoii^MEMDITQra 

KLDKDEQNFK 

gene^^bhlB" (Bacillus subtilis 3 68 prophage) 
product="holin-ljke protein" 
protein id= "AAC3 8302 .1" 

db xre5="GI3997597" t . _ « 

trailation="MFEr^ 
WFKNNYITAKGKKQKQ V LKKENLFK 

gene="hor (Bacteriophage phi-Ealh) 

specificJiost^Erwinia amylovora 

fiuaction= n pore formation" 

productF^holin" 

protein icN w CACl 7008 . 1" 

db xre^"GI: 11342496 ,t 

translation- 'MRKHTVVnTT 

RADVAKEQRTHQmQLKDKLHEKAESYDSIPLSPSDVDILC RAYRSTDPVCSPTVKSD 



Fig. 3(4) 



WO 03/059392 PCT/DE03/00124 

7/15 



Alignments Lysis-Protein (Phagen) 

productr^iysis protein" (Phage phiX174) 
function="host cell lysis" 
proteinJd= w CAA8469U " 

translation="MVRWTLWDTLAl r LLLLS LLLP SLLIMFIP$Tl?lvRP VSSWK^ 
RLPCVYAQETLTFLLTQKKTCVKNYVQKE 



Fig. 3(5) 
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